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SPLUNCI 基因 在 人 体 组 织 中 的 表达 分 布 特征 
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摘要 :目的 探讨 人 SPLUNC1 基 因 在 人 体 组 织 中 的 表达 分 布 特征 。 方 法 采用 原 位 杂交 方法 检测 人 体 37 种 组 织 中 SPLUNC7 基因 
的 细胞 学 定位 。 结 果 原 位 杂交 结果 显示 :SPLUNC7 在 上 肚 .表皮 食管 及 食管 - 责 门 部 的 鳞 状 上 皮 , 鼻 咽 部 .气管 .宫颈 部 化 生 的 
鳞 状 上 皮 及 食管 和 肺 的 鳞 状 细胞 癌 中 均 不 表达 ;在 胃 粘 膜 , 胆 圳 .空肠 .结肠 .子宫 内 膜 及 腺 体 和 宫颈 部 的 单 层 柱 状 上 皮 细 胞 中 也 
不 表达 ;主要 表达 在 锚 咽 气管 和 支气管 的 假 复 层 纤 毛 柱 状 上 皮 中 ,是 沿 呼吸 道 从 上 至 下 ,该 基因 表达 逐渐 减弱 ,在 肺 组 织 中 检测 
不 到 其 表达 。 在 腮腺 下颌 下 腺 的 导管 和 浆液 腺 细胞 . 鼻 咽 和 肺 等 部 位 的 粘膜 下 浆液 腺 细胞 . 胃 粘 膜 轩 有 层 壁 细胞 及 乳腺 小 叶 和 
导管 上 皮 中 表达 SPLUNC7 ,但 粘液 性 腺 上 皮 细 胞 中 不 表达 。 此 外 ,在 肺 . 胃 结肠、 乳腺 、 子 宫 内 腊 和 宫颈 等 部 位 的 腺 癌 组 织 中 ， 
SPLUNC1 基因 均 呈 强 阳 性 表达 。 结 论 SPLUNC1 基因 的 表达 具有 明显 的 细胞 特异 性 ,其 表达 分 布 特征 可 能 与 细胞 功能 有 关 。 
关键 词 :SPLUNC1; 原 位 杂交 ; 鳞 状 上 皮 ; 柱 状 上 皮 ; 浆 液 性 腺 体 


Expressions of short palate, lung and nasal epithelium clone 1 in different human tissues 
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Abstract: Objective To examine the expression patterns of short palate, lung and nasal epithelium clone 1 (SPLUNCI1) gene in 
human tissues. Methods In situ hybridization was used to detect the expression of SPLUNCI1 gene in 37 different human 
tissues. Results We found that SPLUNC1 gene was not expressed in squamous epithelial cells of the palate, epidermis, 
esophagus, or the esophagus-cardia junction, metaplastic squamous cells in the nasopharynx, trachea, or uterus cervix, or 
tumor cells of esophageal squamous cell carcinoma or lung squamous cell carcinoma. SPLUNC]1 gene was not expressed in the 
single layer columnar epithelia cells in the stomach, gallbladder, jejunum, colon, endometrium, or uterus cervix. SPLUNCI1 
expression was detected mainly in pseudostratified columnar epithelial cells in the nasopharynx, trachea and bronchi, and was 
gradually down-regulated from the upper to lower end of the respiratory tract, but was not detected in the lung tissues. 
SPLUNC!1 expression was detected not only in the duct and serous gland cells in the parotid and submandibular glands, but 
also in cells of submucosal serous glands in the nasopharynx and lung, but not in the cells of the mucosal glands. The parietal 
cells of the gastric submucosa and epithelial cells of the lobula and ducts of the mammary glands expressed SPLUNCI1. The 
adenocarcinoma cells in the lung, stomach, colon, mammary gland, uterus endometrium and cervix showed strong 
expressions of SPLUNC] gene. Conclusion SPLUNCI1 expression is highly cell-specific in association with the cell functions. 
Key words: short palate; lung and nasal epithelium clone 1; in situ hybridization; squamous epithelial cells; columnar epithelia 
cells; serous glands 


人 上 腾 、 肺 及 盟 咽 上 皮 克 隆 (palate, lung and nasal 。” 族 被 分 为 含有 15 或 16 个 外 显 子 的 长 片段 PLUNC(long 


epithelium clone, PLUNC) 家 族 包 含 10 个 成 员 , 该 家 族 
成 员 集 中 位 于 20 号 染色 体 上 不 到 300 kb 的 一 段 狭窄 区 
域 " 。 因 该 家 族 所 有 成 员 蛋 白质 结构 均 含 杀菌/ 通 透 性 
增强 蛋白 (bactericidal/permeability-increasing protein， 
BPI) 结 构 域 ,因此 PLUNC 家 族 也 被 称 为 含 BPI 折 释 结 
构 蛋白 家 族 , 据 此 也 推测 该 家 族 成 员 具 有 中 和 内 毒素 及 
杀菌 的 作用 ”。 根 据 和 蛋白 的 相对 分 子 质量 , PLUNC 家 
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plunc, LPLUNC) 和 含有 9 个 外 显 子 的 短片 段 PLUNC 
(short plunc, SPLUNC) 。 短 片段 PLUNC 基因 1 
(SPLUNC1) 也 被 称 为 SPURT、LUNX、NASG 和 
BPIFA1, 人 研究 发 现 SPLUNC1 主要 表达 在 鼻 咽 及 呼吸 道 
的 上 皮 组 织 中 ,在 维持 气 道 表面 液体 容量 及 压力 ?5 以 及 
上 呼吸 道 的 炎症 应 答 ' 汪 中 可 能 发 挥 重 要 作用 。 目 
前 ,关于 SPLUNC1 基因 功能 的 研究 主要 集中 在 呼吸 
系统 疾病 中 ,但 其 确切 生物 学 功能 及 其 在 人 体内 表 
达 的 精确 细胞 学 定位 仍 不 明确 ,因此 ,本 文采 用 原 位 
杂交 的 方法 ,检测 人 体内 表达 SPLUNCI 基因 的 细胞 
类 型 ,为 深入 揭示 SPLUNCI1 基因 的 调控 机 制 和 生物 
学 功能 提供 依据 。 
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1 材料 和 方法 

1.1 材料 

1.1.1 组 织 标本 收集 2003~2005 年 间 南 方 医院 和 中 国 
人 民 解 放 军 第 458 医 院 病 理科 存档 的 上 肚 、 颌 下 腺 、 肋 
腺 、 锚 咽 慢性 炎 气 管 . 支 气管 .食管 \ 肺 . 胃 、 空 肠 、 结 肠 、 
胆 吉 .前列 腺 、 子宫 内 有 及 相应 应 肿瘤 组 织 的 石蜡 标本 ,每 
种 组 织 选 取 5 例 不 同 的 病例 。 全 部 组 织 标本 经 10% 中 
性 福 尔 马 林 液 固定 ,常规 石蜡 包 埋 ,4 hm 厚 切片 ,保存 
备用 。 

1.1.2 试剂 敏感 性 加 强 型 原 位 杂交 试剂 盒 (MK1030) 
购 自 武 汉 博 士 德 生物 工 程 有 限 公 司 ;DAB 显 色 试剂 盒 
(DAB-0031) 购 自 福 建 迈 新 生物 技术 开发 有 限 公 司 。 

1.2 方法 

1.2.1 探 针 设计 采用 Primer 5.0 软件 设计 ,序列 为 : 
5-TGTGAGAGATAAGCAGGAGAG-3', 由 上 海 英俊 
生物 公司 合成 并 进行 地 高 辛 标记 。 

1.2.2 原 位 杂交 按 试剂 盒 操作 说 明 进 行 。 将 石 晴 切片 
稼 规 二 甲 茶 脱 晴 至 水 ,用 新 鲜 配 制 的 0.5%H:Oy 甲 醇 深 
液 处 理 切片 30 min ,来 灭 活 内 源 性 过 氧化 物 酶 ;然后 将 
3% 柠 檬 酸 稀释 的 骨 生 白 酶 滴 加 于 切片 上 ,37 消化 
30 min 以 暴露 mRNA 核酸 片段 ; 湿 盒 底 部 加 入 20% 革 
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油 20 mL, 每 张 切片 上 滴 加 预 杂 交 液 ,37 % 孵 育 4 进行 
预 杂 交 ; 滴 加 20 pL 杂交 液 ( 探 针 浓度 为 8 hg/mL) 于 
40 杂交 过 夜 。 用 37 CC 左右 的 2xSSC、0.5xSSC 和 
0.2xSSC 液 体 分 别 洗涤 切片 1 次 ;切片 经 封闭 液 封 闭 后 ， 
加 生物 素 化 鼠 抗 地 高 辛 液体 于 37 % 孵 育 60 min 进行 标 
记 ; 经 SABC-POD 孵育 后 , 滴 加 生物 素 过 氧化 物 酶 于 
37 % 孵 育 30 min, 用 新 鲜 配置 的 DAB 溶 液 进行 显 色 ; 苏 
木 素 复 染 , 二 甲 茶 透 明 后 ,中 性 树胶 封 国 。 实 验 中 以 无 
探 针 的 预 杂 交 液 作为 阴性 对 照 

1.2.3 原 位 杂交 结果 判定 根据 染 及 色 结果 ,以 无 色 为 阴 
性 ,以 标 黄 色 或 标 褐色 为 阳性 信号 ”。 


结果 

2.1 鳞 状 上 皮 中 SPLUNC7 基 因 的 表达 

原 位 杂交 检测 结果 显示 :在 上 且 \ 表 皮 、 锚 咽 部 化 生 
的 鳞 状 上 皮 气管 部 化 生 的 鳞 状 上 皮 食管 及 食管 - 贡 门 
部 的 鳞 状 上 皮 、 宫 有 贷 部 化 生 的 鳞 状 上 皮 组 织 中 ,全 部 病 
例 均 不 表达 SPLUNC1 基因 (图 1A~H)。 上 腾 处 的 棕色 
信号 定位 在 鳞 状 上 皮 上 部 的 角 化 层 , 为 非特 异性 染色 。 
此 外 ,在 选取 的 食管 和 肺 的 鳞 状 细胞 癌 组 织 中 ,全 部 肿 
瘤 细 胞 也 不 表达 SPLUNVC7 基 因 ( 图 1IJ) 。 


图 1 原 位 杂交 检测 SPLUNC7 基因 在 鳞 状 上 皮 细 胞 及 鳞 状 细胞 癌 中 的 表达 


Fig.l Identification of SPLUNC1I gene expression in squamous epithelium and squamous cell carcinoma by in situ hybridization. A: Palate 
(Original magnification: x 200); B: Epidermis (x 200); C, D: Metaplastic squamous epithelium in nasopharynx (x 200); E: Metaplastic 
squamous epithelium in trachea (x 200); F: Metaplastic squamous epithelium in cervix (x 200); G: Esophagus (x 100); H: Junction of 
esophagus with cardia of stomach (x200); I: Squamous cell carcinoma of esophagus (x100); J: Squamous cell carcinoma of lung (x200). 
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2.2 柱状 上 皮 中 SPLUNC1 基 因 的 表达 中 其 表达 水 平 显 著 下 降 ,在 肺泡 上 皮 细 胞 中 SPLUNC7 

在 选取 的 鼻 咽 部 和 和 气管 的 假 复 层 纤毛 柱状 上 皮 细 ”基因 完全 不 表达 (图 2D)。 在 胃 、 胆 种 空肠 、 结 肠 的 烙 
胞 中 ,全 部 病例 均 显 示 有 SPLUNC7 基因 的 表达 (图 2A、 ” 膜 层 以 及 子宫 内 膜 和 宫颈 部 的 单 层 柱 状 上 皮 中 均 不 表 
B) ,阳性 信号 定位 在 柱状 上 皮 的 胞 浆 内 。SPLUNVNC7 在 ” 达 SPLUNCT( 图 2E~])。 此 外 ,无 论 是 在 增生 期 样子 官 
支气管 部 的 假 复 层 纤毛 柱状 上 皮 细 胞 中 也 有 表达 ,但 与 ” 内 膜 还 是 分 泌 期 样子 宫 内 膜 组 织 中 ,SPLUNC1 均 呈 阴 
气管 中 的 表达 的 程度 相 比 有 所 减弱 (图 2C); 在 肺 组 织 。 ”性 表达 (图 2KL)。 


图 2 原 位 杂交 

Fig.2 Identification of SPLUNC1 gene expression in columnar epithelium by in situ hybridization. A and B: Pseudostratified ciliated 
columnar epithelium in nasopharynx and trachea (Original magnification: x400); C: Pseudostratified ciliated columnar epithelium in 
bronchus (x200); D: Pulmonary alveoli epithelium (x200); E: Stomach (x200); F: Gallbladder (x400); G: Jejunum (x200); H: Colon (x 
200); I: Cervix (x200); G: Endometrium (x200); K: Proliferative phase of endometrium (x400); L: Secretory phase of endometrium (x 
400). 


2.3 腺 上 皮 中 SPLUNC7 基 因 的 表达 细胞 不 表达 SPLUNC7 基因 (图 3A、B)。 在 鼻 咽 部 、 和 
在 腮腺 和 颌 下 腺 组 织 中 ,SPLUNC7 在 腺 导管 上 皮 ”” 肺 的 腺 体 中 ,SPLUNCI 表达 的 阳性 信号 也 定位 在 浆液 
和 浆液 性 腺 细胞 中 也 有 阳性 表达 ,而 颌 下 腺 的 粘液 腺 性腺 体 腺 泡 细 胞 中 (图 3C)。 骨 粘膜 加 有 层 中 骨 底 腺 
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的 壁 细胞 也 存在 SPLUNC7 的 阳性 表达 (图 3D)。 乳 腺 此 外 ,在 肺 、 胃 结肠、 和 乳腺、 子宫 内 膜 和 宫 颁 等 部 
小 时 的 腺 泡 和 导管 中 均 表 达 SPLUNC7 ,但 在 前 列 腺 的 ” 位 的 腺 癌 组 织 中 ,也 证 实 有 SPLUNCI 基因 的 阳性 表达 
腺 体 中 却 不 表达 SPLUNC7 基因 (图 3E\F)。。 (图 4)。 


et a ne = 
a D ne EE WF 
图 3 原 位 杂交 检测 SPLUNC1 基因 在 腺 上 皮 细 胞 中 的 表达 


Fig.3 Identification of SPLUNC]1 gene expression in glandular epithelium by in situ hybridization. A: Parotid gland (Original 


magnification: x200); B: Submandibular gland (x400); C: Submucosal gland of nasopharynx (x400); D: Stomach (x200); E: Mammary 
gland (x200); F: prostate ( x200). 


图 4 原 位 杂交 检测 SPLUNC1 基因 在 腺 癌 中 的 表达 


Fig.4 Identification of SPLUNC1 gene expression in well-differentiated adencarcinoma tissue by in situ hybridization. A: Adeno- 
carcinoma of lung (Original magnification: x200); B: Gastric adenocarcinoma (x400); C: Adenocarcinoma of colon (x200); D: Breast 
cancer (x200); E: Endometrialadenocarcinoma (x400); F: Adenocarcinoma of uterine cervix (x200). 


3 讨论 列 杂 交 或 RT-PCR 方 法 对 SPLUNC1 基因 的 表达 水 平 进 行 
一 个 基因 在 某 一 生理 过 程 中 的 表达 变化 往往 对 其 功 ” 了 研究 ,并 在 此 基础 上 推测 了 SPLUNC7 基因 的 功能 ""。 
能 有 重要 提示 作用 。 已 有 多 个 研究 小 组 采用 cDNA 微 阵 ”但 这 些 报道 所 选用 的 研究 材料 均 为 组 织 块 (block) ,组 织 


201712.00979v1 


chinaXiv 


http://www.j-smu.com 


ChinaXiv 合 作 期 刊 


J South Med Univ, 2016, 36(5): 617-621 “621.: 


块 是 由 各 种 类 型 的 上 皮 细 胞 .成 纤维 细胞 以 及 炎 细 胞 等 多 
种 细胞 成 份 构成 的 混杂 体 ,因此 ,从 组 织 块 中 提取 的 RNA 
所 进行 的 后 续 研 究 不 能 特异 地 展示 某 一 类 型 细胞 中 的 表 
达 情 况 ,不 可 避免 地 会 导致 结果 存在 误差 ”。 虽 然 Zhou 
等 中 通过 自制 抗体 ,结合 免疫 组 织 化 学 方法 检测 了 
SPLUNC1 和 蛋白 的 组 织 学 分 布 模式 ,但 由 于 受 组 织 材料 选 
材 的 限制 ,研究 结果 也 存在 一 定 的 局 限 性 。 因 此 ,我 们 收 
集 了 人 体 37 种 组 织 ,采用 原 位 杂交 的 方法 ,检测 
SPLUNC1 基 因 的 表达 情况 ,以 期 能 更 全 面 而 准确 的 分 析 
SPLUNC7 基 因 在 人 体 主 要 上 皮 组 织 中 的 表达 分 布 特征 。 

本 研究 结果 发 现 , 在 鼻 咽 气管 部 的 假 复 层 纤毛 柱 
状 上 皮 表 达 SPLUNC1, 在 支气管 的 假 复 层 纤 毛 柱 状 上 
皮 中 也 有 一 定 程度 的 SPLUNC1 表达, 但 较 气管 中 的 表 
达 减 弱 ; 在 肺泡 中 检测 不 到 SPLUNCI 的 表达 ,这 些 研究 
结果 与 以 往 的 研究 结论 相 一 致 "。 此 外 ,我 们 发 现在 唾 
液 腺 、 乳 腺 等 部 位 的 导管 上 皮 和 浆液 性 腺 上 皮 细 胞 以 及 
胃 固 有 层 中 的 壁 细胞 中 也 存在 SPLUNC1 的 表达 , 而 粘 
液 腺 细胞 不 表达 SPLUNC7 基因 ,说 明 SPLUNCI 的 表达 
可 能 与 这 些 腺 上 皮 的 蛋白 质 分 泌 功 能 有 关 。 

我 们 还 发 现在 上 肚 和 食管 被 尾 的 鳞 状 上 皮 细 胞 中 
不 表达 SPLUNC1 基因, 甚至 在 段 咽 气管 和 宫 颁 部 鳞 状 
上 皮 化 生 的 细胞 ,以 及 食管 和 肺 鳞 状 细胞 癌 的 肿瘤 细胞 
中 也 不 表达 SPLUNC7 ,说明 SPLUNCI 表达 具有 明显 的 
细胞 特异 性 ,其 特异 地 表达 在 呼吸 道 假 复 层 纤毛 柱状 上 
皮 以 及 导管 上 皮 和 浆液 性 腺 上 皮 中 ,而 不 表达 于 鳞 状 细 
胞 起 源 的 组 织 ,SPLUNCI 在 不 同类 型 细胞 中 的 表达 差 
异 可 能 与 该 类 型 细胞 的 特定 功能 有 关 , 这 一 结果 提示 
SPLUNC1 基因 的 表达 可 能 是 一 个 与 分 化 有 关 的 基 
, 它 的 正确 表达 受到 复杂 而 精密 的 调控 程序 控制 ， 
转录 调控 机 制 的 研究 将 对 其 功能 的 全 面 揭示 具有 重要 
意义 ,值得 深入 研究 。 然 而 ,既往 采用 组 织 块 进行 研究 
的 结果 显示 ,SPLUNC7 在 自 咽 部 、 锚 咽 癌 及 肺 鳞 癌 中 
均 有 所 表达 ,与 我 们 的 研究 结论 不 一 致 ;由 于 我 们 
的 研究 证 实 鼻 咽 和 肺 等 部 位 粘膜 下 的 浆液 腺 细胞 中 也 
存在 SPLUNC7 的 阳性 表达 ,我 们 推测 这 些 研究 结论 的 
差异 可 能 是 由 组 织 块 中 混杂 的 腺 体 等 其 他 组 织 成 分 造 
成 的 ,因此 ,采用 原 位 杂交 或 免疫 组 化 方法 能 更 加 准确 
地 研究 基因 /蛋白 的 表达 分 布 特征 ,避免 组 织 块 中 多 种 
细胞 成 份 混杂 所 导致 的 误差 出 现 。 
除 此 之 外 ,我 们 还 发 现 , 在 胃 粘 膜 . 肠 粘膜 .宫颈 及 
子宫 内 膜 等 部 位 的 单 层 柱状 上 皮 也 不 表达 SPLUNC7， 
而 在 胃 、 结 肠 、 宫 贷 及 子宫 内 膜 等 腺 癌 组 织 中 SPLUNC17 
呈 阳 性 表达 ,这 提示 SPLUNC7 很 可 能 是 这 些 肿瘤 的 淤 
在 标志 物 之 一 ,具有 潜在 的 诊断 价值 ,值得 进一步 研究 。 

总 之 ,我 们 通过 原 位 杂交 的 方法 对 SPLUNC1 基因 
的 表达 进行 了 精确 的 细胞 学 定位 研究 ,为 进一步 探讨 该 
基因 的 表达 调控 机 制 和 生物 学 功能 英 定 了 良好 的 基础 ， 
也 为 肿瘤 的 诊断 和 治疗 提供 了 新 的 理论 依据 。 
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